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摘要 : 为 优选 可 抑制 秦 欧 次 生 代 谢 产物 含量 变化 的 条 件 ,， 该 文采 用 3 因素 4 水 平 正 交 试 验 设 
计 方 法 ， 共 设计 16 组 处 理 ， 研 究 洛 伐 他 洒 (MVA RIHMA BERERA MEP 途径 抑 甫 
WO MPFR RFH RER, AFRE, Marke EEE 4 种 主要 裂 环 环 烯 醚 
页 类 化 合 物 含量 的 影响 。 结 果 表 明 : CIO 4 种 裂 环 环 烯 醚 莫 类 化 合 物 含量 变化 受 取样 时 间 影 
响 最 大 ， 其 次 为 腾 腕 霉 素 浓度 ， 次 之 为 洛 伐 他 汀 浓度 。(2) 以 最 佳 抑制 条 件 处 理 后 ， 马 钱 昔 
酸 、 狂 菠菜 苦 苷 、 龙 胆 苦 苷 和 狂 芽 荣 苷 含量 分 别 下 降 了 69%、36%、33% 和 4%。 基 于 正 交 
法 优选 的 抑制 条 件 ， 对 4 种 化 合 物 均 可 抑制 。 综 上 所 述 , 可 确定 调控 秦 萝 次 生 代谢 产物 含量 
变化 的 最 佳 抑制 条 件 为 腾 胺 霍 素 400 pmol*L-1， 洛 伐 他 汀 50 hmol'L-1， 取 样 时 间 6 天 。 该 
条 件 为 进一步 研究 MEP 和 MVA 途径 在 裂 环 环 烯 醚 莫 类 化 合 物 代谢 合成 中 的 调控 机 制 黄 定 
fili. 
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Abstract: Gentiana macrophylla is a traditional Chinese herbal medicine for treating jaundice, 
hepatitis, and stomachic and choleretic ailments, and its main secondary metabolites are 
secoiridiod glycosides represented by  gentiopicroside. The biosynthetic pathway of 
gentiopicroside is via MEP and MVA pathways. Fosmidomycin and lovastatin are specific 
inhibitors of 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase (DXR) of the MEP pathway and 
hydroxymethylglutaryl-CoA reductase (HMGR) of the MVA pathway, and are widely used in the 
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research of the biosynthesis pathway and regulation mechanism of secondary metabolites. The 
article aims to test and search for the optimal condition for decreasing the contents of four 
secoiridiod glycosides compounds (loganic acid, sweroside, swertiamarin and gentiopicroside) in 
G. macrophylla by using the orthogonal test designs. In this study, the concentration of 
fosmidomycin(A), concentration of lovastatin(B) and sampling days (C) were taken as three 
factors, and each factor was taken as four levels to design an orthogonal test, with 16 groups of 
treatment. HPLC was used to determine the contents of four secoiridiod glycosides, and the data 
were statistically analyzed. The results were as follows: (1) The contents of the four secoiridiod 
glycosides compounds in G.macrophylla were most affected by sampling time, followed by 
fosmidomycin and lovastatin concentration; (2) After treatment with the optimal inhibitory 
conditions, the contents of loganic acid, swertiamarin, gentiopicroside and sweroside decreased by 
69%, 36%, 33% and 4% respectively. This work provided optimal inhibition conditions are 
determined to be: fosmidomycin 400 umol’ L, lovastatin 50 umol*L:!, samples are harvested on 
six days for further research on the regulatory mechanism of MEP and MVA pathways in the 
metabolism and synthesis of secoiridiod glycosides. 

Key words: orthogonal test, MVA pathway, MEP pathway, lovastatin, fosmidomycin, secoiridiod 
glycosides 


秦 欧 是 龙 胆 科 (Gentianaceae〉 龙 胆 属 (Gentiana) 多 年 生 草本 植物 〈( 绢 美展 和 艾 晓 辉 ， 
2021)， 是 国家 传统 中 药 ， 味 辛 、 苗 ， 性 平 ， 归 胃 、 肝 、 胆 经 ( 杨 飞 霞 ，2020)。 秦 区 以 根 入 
2j, 不 仅 有 祛 风湿 ， 清 湿热 的 作用 ， 又 可 以 止 痹 痛 、 退 虚 热 。 用 于 风湿 辛 痛 ， 筋 脉 拘 挛 ， 尖 
热 黄姜 以 及 小 儿 疹 积 发 热 等 (中 国药 典 2020 年 版 )。 秦 区 主要 含有 环 烯 醚 莫 类 成 分 ， 如 龙 有 
XÉT Cgentiopicroside), JJ 3E Tf Cswertiamarin). 387^ 3£ 1f (Sweroside)、 马 钱 苷 酸 Clogani 
acid) 等 〈 杨 飞 起 ，2020)。 环 烯 醚 莫 类 化 合 物 有 广泛 的 生物 活性 ， 如 抗 肿 瘤 和 抗 炎 等 作用 
(Tundis et al.，2008)， 龙 胆 苦 昔 和 狂 芽 荣 苦 苷 有 良好 的 抗 炎 镇 痛 和 保 肝 的 作用 《〈 吴 昕 怡 和 
刘 小 莉 ，2017; 李 跟 旺 和 王磊 ，2018; Muhamad Fadzil et al., 2021) 。 

疗 类 化 合 物 的 生源 合成 途径 主要 由 位 于 细胞 质 中 的 甲 羟 成 酸 途径 Cmevalonate pathway 
MVA 途径 ) 和 质 体 中 的 2- Hae ZRSENEES-A-WENPYR IS Cmethylerythritol phosphate pathway , 
MEP 途径 ) 组 成 (Hua etal., 2014; Liao et al.，2016)。 结 合 长 春花 单身 呀 唆 生 物 碱 合 成 途 
径 的 研究 (Miettinen et aL, 2014) 以 及 秦 欧 转录 组 数据 的 挖掘 《〈Cao etal., 2016) ， 推 测 龙 
胆 苦 人 苷 的 生源 合成 途径 〈 图 1)〈 康 恒 等 ，2021) 主要 通过 MVA 和 MEP 途径 分 别 合 成 异 成 
烯 基 焦 磷酸 〈isopentenyl diphosphate, IPP), IPP 可 异 构 化 形成 其 同 分 异 构 体 二 甲 基 丙 烯 基 
焦 磷 酸 (dimethylallyl diphosphate, DMAPP )， 并 一 起 缩合 成 焦 磷 酸 香 叶 酯 〈geranyl 
pyrophosphate, GPP), GPP 再 经 过 多 步 酶 促 反 应 依次 合成 马 钱 昔 酸 、 马 钱 苷 、 裂 环 马 钱 苷 
以 及 龙 胆 昔 苷 ,并 衍生 出 狂 牙 菜 苦 苷 和 狂 牙 菜 苷 等 莫 类 化 合 物 , 但 中 间 的 反应 步骤 尚 不 清楚 

(Liao etal., 2016; Li et al., 2022). 
目前 ， 有 关 MVA 和 MEP 3&fe TE TA P9 6r FPE FE Se SERIE. BENE RAMAR 
他 汀 分 别 为 MEP 途径 1- 脱 氧 -D- 木 酮 糖 -5- 磷 酸 还 原 异 构 酶 C1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 
reductoisomerase, DXR ) 和 MVA 途径 HMG-CoA 还 原 酶 (hydroxymethylglutaryl-CoA reductase; 
HMGRO 的 专 一 抑制 剂 〈 魏 洁 书 等 ，2013)， 被 广泛 应 用 于 次 生 代谢 产物 的 生源 合成 途径 及 
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调控 机 制 的 研究 。 为 了 了 解 穿心莲 内 酯 的 生物 合成 途径 ，Sinha $$ (20180 在 穿心莲 的 悬浮 
细胞 中 添加 洛 伐 他 汀 和 腾 胺 竹 素 ， 结 果 发 现 MEP 和 MVA 通路 受 多 种 水 平 调控 ，DXR 和 
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HMGR 的 对 穿心莲 内 酯 贡献 率 分 别 为 76.6% 和 77.6%, 且 这 两 种 通路 对 穿心莲 内 酯 的 产生 都 
重要 贡献 。 刘 丽 (20120 在 人 参 发 根 中 添加 洛 伐 他 洒 和 腾 胺 霉 素 ， 通 过 检测 其 次 生 代谢 产 
物 含量 从 而 推 新 人参 总 皂苷 生物 合成 的 主要 通路 , 结果 发 现 洛 伐 他 洒 和 胶 腕 霉 素 均 可 抑制 人 
参 总 皂苷 生物 合成 , 并 推测 MVA 途径 在 人 参 皂 背 的 生物 合成 中 占 主 要 作用 .Rather 等 (2019 ) 
在 青 脆 枝 的 发 根 组织 中 添加 腾 胺 霉 素 和 洛 伐 他 汀 , 通过 评估 次 生 代 谢 产物 含量 以 及 生物 合成 
通路 的 主要 基因 的 变化 ， 研 究 MVA 和 MEP 途径 的 相互 作用 ， 研 究 发 现 腾 胺 霉 素 和 洛 伐 他 
汀 可 显著 降低 青 脆 枝 的 发 根 组织 中 DXR 和 HMGR 的 转录 水 平 ， 并 推测 MEP 途径 是 喜 树 碱 
合成 前 体 的 主要 供给 者 。Yang 等 (2012) 和 Yang & (20190 在 丹参 毛 状 根 中 添加 洛 伐 他 汀 
MERER, 探讨 MVA 和 MEP 通路 在 丹参 毛 状 根 细 胞 生长 和 次 生 代谢 产物 积累 中 的 作用 ， 
结果 发 现 MVA 途径 在 丹参 毛 状 根 细 胞 生长 中 发 挥 着 重要 作用 ， 而 MEP 途径 是 丹参 次 生 代 
谢 产 物 含量 的 积累 的 主要 途径 。 有 关 MVA 和 MEP 途径 在 秦 营 次 生 代 谢 产 物 生物 合成 途径 
中 的 作用 机 制 尚 缺 乏 相 关 的 研究 。 基于 此 ,本 研究 依据 抑制 剂 腾 胺 考 素 和 洛 伐 他 汀 的 抑制 原 
H, 采用 3 因素 4 水平 正 交 试验 的 方法 , 通过 设置 不 同 浓度 的 腾 胺 霉 素 和 洛 伐 他 汀 处 理 一 月 
生 秦 欧 幼 苗 ， 选 取 不 同 的 取样 时 间 ， 通 过 评估 其 次 生 代谢 产物 含量 的 变化 ， 拟 筛选 可 抑制 秦 
欧 中 马 钱 苷 酸 、 狂 牙 菜 苷 、 狂 牙 菜 苦 苷 、 龙 胆 昔 昔 含 量 的 最 优 条 件 。 皆 为 进一步 研究 秦 欧 
MEP 和 MVA 代谢 途径 调控 机 制 ， 解 析 裂 环 环 烯 醚 莫 类 化 合 物 的 合成 机 理 黄 定 基 础 。 
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Fig. 1 Schematic diagram of synthetic pathway of secoiridiod glycosides in Gentiana 
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1 材料 与 方法 


1.1 材料 和 主要 仪器 


秦 欧 种 子 购 自 甘肃 庆 阳 正 宁 县 ， 于 温室 撒播 种 子 给 予 16h 光照 ，8 h 黑暗 处 理 ， 覆 膜 出 
苗 后 培养 一 个 月 (叶片 2 对 生 ， 高 度 2 cm 左右 ) 用 于 试验 。LC-20XR 分 析 型 高 效 液 相 色 谱 
[X (日 本 岛 津 公司 )， 色 谱 柱 (Welch，4.6 mmx250 mm，5 hm)， 精 密 电 子 天 平 〈 赛 多 利 斯 
科学 仪器 有 限 公 司 )， 超 声波 清洗 仪 〈 小 美 仪器 有 限 公 司 )，OBS-2100 8785 (上 海 爱 朗 仪 
器 有 限 公 司 )。 


1.2 试剂 


马 钱 苷 酸 Gib: KI7SIIBI24207, £6BEZO890. XE Gib: Y25J1G1429， 
纯度 三 98%)、 龙 胆 苦 苷 (批号 :; Y29A11Q112202, AJE 9890). AFRE W5: 
P25O10F101344， 纯 度 宇 98%)、 洛 伐 他 汀 (批号 : Y23D6C7375， 纯 度 宇 98%) 均 购 自 上 海 
源 叶 生物 科技 有 限 公司 。 腾 胺 霍 素 ( 批 号: 1X040552, CHEMEGEn 公司 )， 甲 醇 (成 都 市 
科隆 化 学 品 有 限 公 司 ), 乙 且 (上海 霍 尼 韦 尔 贸易 有 限 公 司 ), 磷酸 (天 津 市 科 密 欧 化 学 试剂 
- ARAF). 


1.3 溶液 配制 


精密 称 取 0.010 4 g 洛 伐 他 汀 于 50 mL 容量 瓶 中 ,加 入 2 mL 无 水 乙醇 , 混 匀 后 加 入 20 uL 
0.6 mol*L-1 的 NaOH， 静 置 30 min， 加 入 适量 1 mol*L-! HCl 调节 pH 至 7， 加 纯化 水 定 容 至 
50 mL， 得 500 pmol*L! 的 洛 伐 他 汀 母液 ，4 "CASH. 
精密 称 取 0.010 0 g HIERT 50 mL 容量 瓶 中 ， 加 纯化 水 定 容 至 50 mL， 超 声 溶解 ， 
(VL 得 浓度 为 546 jmol*L! 的 腾 胺 夫 素 母液 ，4 CH. 
一 精密 称 取 马 钱 普 酸 0.95 mg, PTEE 126 mg, EIERE 2.52 mg 和 狂 牙 菜 苷 124 mg 
T 的 对 照 品 ， 加 甲醇 定 容 至 1 mL 容量 瓶 中 ， 混 匀 ， 得 质量 浓度 为 马 钱 苷 酸 0.95 mg«mL^, J& 

= FREE 1.26 mgm, IEH 2.52 mg*mL-! RUSCI ETE 1.24 mg*mL 的 母液 , 4 CHH 


1.4 正 交 试验 及 样品 处 理 


参照 (于 淑 池 ，2013; 罗 云 云 ，2019) ÈR 1 的 因素 、 水 平 进行 试验 设计 喷 施 处 理 16 
组 秦 欧 幼苗 ,每 组 处 理 30 株 。 处 理 后 放置 26 'C 下 光照 16 hd1。 取 不 同 处 理 条 件 下 的 幼苗 ， 
用 纯 水 冲洗 干净 幼苗 上 的 土壤 和 杂质 , 滤纸 吸 干 水 分 后 置 于 旋 蔡 瓶 中 , 加 少量 甲醇 减 压 1.5 h 
抽 王 水 分 。 将 干燥 后 的 秦 苋 幼苗 称 重 后 加 入 1.5 mL 离心 管 中 ， 加 1 mL 甲醇 超声 提取 3 次 ， 
每 次 1.53h， 过 滤 得 绿色 的 提取 液 ， 减 压 浓缩 ， 得 到 灰 绿 色 的 固体 物质 ， 粘 附 在 瓶 壁 ， 称 重 。 
加 1mL 甲醇 溶解 ， 过 0.22 um 滤 膜 ， 滤液 为 样品 溶液 。 


d 1Lie (4 正 交 试验 安排 表 


Table 1 Arrangement of Lis (4°) orthogonal test 
处 理 组 二 一 
MEN BIRERE CAO 洛 伐 他 汀 浓度 (BO 取样 时 间 (C) 
Fosfomycin concentration(A) ^ Lovastatin concentration(B) Sampling time(C) 

S (umol L!) (umol' L!) (d) 
TI 0 0 0 
T2 0 50 2 
T3 0 200 4 
T4 0 400 6 
T5 50 0 2 
T6 50 50 0 
T7 50 200 6 
T8 50 400 4 
T9 200 0 4 
T10 200 50 6 
T11 200 200 0 
T12 200 400 2 
T13 400 0 6 
T14 400 50 4 
T15 400 200 2 
T16 400 400 0 


1.5 HPLC 色谱 条 件 及 标准 曲线 绘制 


流动 相 为 0.1% 磷 酸 水 : HN. EEA 0 一 10 min. 12%, 10—13 min, 109627. 
HB. 13—30 min, 12967.858. 153873 0.8 mL'min1， 检 测 波 长 254 nm， 进 样 量 10 uL, R 


7330 C. 


将 


cu 


制 好 的 标准 品 溶液 分 别 用 


醇 按 照 倍数 稀释 , 制备 不 同 浓度 梯度 的 标准 品 溶液 。 马 


钱 背 酸 浓度 梯度 为 0.95、0.475、0.237 5、0.118 75、0.059 375. 0.029 687 5. 0.014 844 375、 
0.007 421 875、0.003 710 938、0.001 855 469 mg*mL-!; Ja FKE HEHEH 1.26、0.63、 
0.315. 0.157 5, 0.078 75. 0.039 375. 0.019 687 5 mg*mL-!; 龙 胆 苦 昔 浓度 梯度 为 2.52、1.26、 
0.63. 0.315, 0.157 5, 0.078 75. 0.039 375. 0.019 687 5 mg*mL-!; JR ZESETETK EE Bh EE 7S 1.24. 
0.62. 0.31. 0.155. 0.077 5. 0.193 75. 0.009 687 5. 0.004 843 75. 0.002 421 875 mg*mL-! 
的 对 照 品 溶液 ， 依 据 上 述 色谱 条 件 依次 进 样 测定 。 以 进 样 浓 度 X，g*mL!) MEME CY) 


绘制 标准 曲线 。 马 钱 背 酸 的 线 ; 
g:mL'-0.475 g*mL-!; 狂 芽 


0.003 gmL-1-0.630 g*mL- 


EH 


K H 
; ZITI 
Æ| 0.005 g*mL! -2.520 g*mL! 


DE 


范围 为 0.002 g*mL!-1.240 g*mL'! 


二 HP ke Ha 


FKE 


生 回归 方程 为 Y=457 124 1.60X-112 05.29， 线 性 范围 为 0.002 
的 线性 回归 方程 为 Y=649 922 3.38X-245 89.43, 线性 范围 为 
昔 线 性 回归 方程 为 Y=143 443 50.83X-442 328.21， 线 性 范 


线性 回归 方程 为 Y=604 766 6.40X-406 00.10, 线性 
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1.6 数据 统计 

使 用 Excel 2019 对 数据 进行 处 理 ， 使 用 Minitab 18 (Minitab 公司 ) 对 正 交 试验 结果 做 
极 差 分 析 , SPSS Statistics 26 ABM 公司 ) 对 数据 进行 方差 分 析 和 相关 性 分 析 , 运用 GraphPad 
Prism 5 (GraphPad 公司 ) 软件 作 图 。 验 证 结果 数据 采用 Xx 土 s 表 示 。 抑 制剂 对 代谢 产物 的 抑 
制 率 计算 公式 : 抑制 率 = (处 理 组 -空白 组 ) /空白 组 X100%。 


2 结果 与 分 析 


2.1 次 生 代谢 产物 含量 测定 结果 分 析 

经 正 交 试验 安排 处 理 秦 欧 幼 苗 测 定 代 谢 产物 含量 分 析 发 现 ， 除 TI1《〈 空 白 组 ) 外 ，T2 至 
T16 处 理 组 马 钱 苷 酸 〈 图 2: AO. rK CE 2: B)、 龙 胆 苦 苷 (图 2: CO RUE 
* (2: DO 的 含量 变化 趋势 类 似 。 与 TI 相 比 ， 不 同 处 理 条 件 下 马 钱 苷 酸 的 含量 均 呈 降 
低 的 趋势 ， 其 中 ，T9、T10 和 TI4 处 理 组 的 马 钱 酸 苷 含量 降低 最 为 显著 ， 分 别 降 低 了 8390. 
81% 和 79%, 5 TI 组 相 比 有 极 显著 差异 。 比 较 发 现 ， 无 论 是 单一 抑制 剂 还 是 两 个 抑制 剂 共 
[FER], 均 可 抑制 马 钱 苷 酸 的 合成 ， 且 在 抑制 剂 浓度 相同 的 条 件 下 腾 胺 考 素 对 马 钱 芽 酸 的 抑 
制 率 高 于 洛 伐 他 汀 的 作用 。 与 马 钱 昔 酸 不 同 的 是 ， 和 T1 组 相 比 ， 大 部 分 处 理 条件 下 狂 牙 荣 
苦 苷 、 龙 胆 若 苷 和 狂 牙 菜 昔 含量 均 有 所 降低 ， 其 中 T4 组 降低 最 为 显著 ，3 种 代谢 产物 分 别 
降低 了 5296, 509951 54%; 而 T2、T5 和 T12 处 理 组 的 狂 牙 菜 兰 苷 、 龙 胆 苦 苷 和 狂 牙 菜 苷 的 
含量 不 降 反 升 。 推 测 引 起 此 结果 的 原因 可 能 是 代谢 产物 对 抑制 剂 的 响应 强度 存在 差异 。 
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o "ow T1 处 理 


C. 不 同 处 到 


2E t 


Sig; D. 不 同 


组 在 P«0.05 水 平 


今明. 
H AZE, 
F 
RIA 


Ei 


HAR RKR T] 处 理 组 


在 P«0.01 水 平 上 


A. Contents of loganic acid in different treatment groups; B. Contents of swertiamarin in different treatment 


groups; C. Contents of gentiopicroside in different treatment groups; D. Contents sweroside of in different 


treatment groups. *Indicates compared with T1 treatment group significant differences at 0.05 level; **Indicates 


compared with T1 treatment group significant differences at 0.01 level. 


pa 


&| 2 16 HEZ SCUSA 


条件 下 秦 欧 中 4 种 环 烯 醚 凋 背 类 含量 的 测定 及 分 析 


Fig. 2 Determination and analysis of four iridoid glycosides in Gentiana macrophylla under 16 


groups of orthogonal experimental treatment 


22 基于 正 交 试验 结果 进行 多 因素 方差 分 析 


对 正 交 试验 结 


OH. MIK AMET GERE 


üARXETT de DIR 282) DACH, BE 


含量 的 积累 均 无 显著 


ECRIRE [XA T Top RI BRER, JEJIH 
性 影响 。 仅 取样 时 间 对 马 钱 背 酸 的 含量 


积累 有 显著 影响 ， 对 龙 胆 苦 苷 、 狂 牙 菜 苦 苷 和 狂 牙 菜 苷 的 含量 积累 均 无 显著 性 影响 〈 表 2)。 
表 2 多 因素 方差 分 析 表 
Table 2 Multivariate analysis of variance 
E "P I 类 平方 和 — BHE 均 方 geek 
Source ER Class II sum of Free Mean TERR 
squares degree square 
修正 模 REPRESE 
型 Loganic acid 10.155 9 1.128 3.211 0.085 
Modifie content 
d model REEERE 
Gentiopicroside 261.168 9 29.019 0.629 0.745 
content 
ACCRHTE 22.731 9 2.526 1.139 0.453 
Sweroside content 
T 3e HA E 
Swertiamarin 3.547 9 0.394 0.656 0.727 
content 
WES 马 钱 音 酸 含量 
AKE Loganic acid 2.283 3 0.761 2.166 0.193 
Fosfomy content 
cin ZEJH SEE E 
concentr © Gentiopicroside 54.653 3 18.218 0.395 0.762 
ation content 
(e -Hz cH oA ER, 
bon 3.571 3 1.192 0.538 0.674 


Sweroside content 


Hz dde hk Ho A 


FKEA 
Swertiamarin 0.847 3 0.282 0.470 0.714 
content 
洛 伐 他 马 钱 苷 酸 含量 
汀 浓度 Loganic acid 0.544 3 0.181 0.516 0.686 
Lovastat content 
in 龙 胆 昔 荫 含 量 
concentr Gentiopicroside 39.829 3 13.276 0.288 0.833 
ation content 


XGpGEdP AE 


lim] 
四 


. 1.965 3 0.655 0.295 0.828 
Sweroside content 


TFxpxeu Hu E 
Swertiamarin 0.281 3 0.094 0.156 0.922 
content 
取样 天 马 钱 背 酸 含量 
数 Loganic acid 7.327 3 2.442 6.951 0.022* 
Samplin content 
g time REEERE 
Gentiopicroside 166.687 3 55.562 1.204 0.386 
content 
狂 芽 菜 背 含量 
Sweroside content 
FFRAE 
Swertiamarin 2.419 3 0.806 1.342 0.346 
content 
误差 ORERE E 
Error Loganic acid 2.108 6 0.351 
content 
PAE E 
Gentiopicroside 276.871 6 46.145 


content 


17.189 3 5.730 2.584 0.149 


(ur Hz db He AE 


Ji ZRSGETH OS E 
Sweroside content 
TRIREWDH OS E 

Swertiamarin 3.605 6 0.601 


13.303 6 2.217 


content 
3k: * 表 示 P<0.05 水 平 上 显著 差异 。 


Note: *Indicates significant differences at 0.05 level. 


2.3 相关 性 分 析 


相关 性 分 析 发 现 ， 取 样 天 数 与 狂 牙 菜 音 苷 含量 呈 显 著 负 相关 ， 与 马 钱 苷 酸 、 龙 胆 苦 苷 和 


ROF3ECUU A t S ULULSE GUROE. THECUEREG RUF SIEHT. JERBEHTRURCF SEED A S 
AER. JPG SJLRGSE. AI KENE ERER EMK. WEEE E 
含量 呈 极 显著 正 相 关 〈 表 3)。 相 关 性 结果 表明 ， 当 以 MEP 和 MVA X1 BO 3T rt 80 BR CR: 
TUE (X fT T kb XE AS GARE, 可 显著 影响 马 钱 苷 酸 、 狂 牙 荣 苦 苷 、 龙 胆 苦 苷 和 狂 牙 菜 苷 的 含量 ， 
表明 洛 伐 他 汀 与 胶 腕 霉 素 可 作为 研究 裂 环 环 烯 醚 逢 类 化 合 物 生 源 合成 途径 代谢 调控 机 制 的 
有 效 抑 制剂 。 取 样 天 数 与 代谢 产物 含量 呈 负 相关 ， 表明 随 着 取样 天 数 的 延长 ， 代 谢 产 物 含量 
的 生成 旦 降低 趋势 。 此 外 ，4 种 裂 环 环 烯 醚 莫 化 合 物 之 间 含 量变 化 呈正 相关 ， 推 测 4 种 裂 环 
环 烯 醚 熙 类 化 合 物 在 秦 欧 体内 响应 抑制 剂 的 调控 模式 可 能 相似 。 
表 3 相关 性 分 析 结 果 
Table 3 Correlation analysis results 
BERK 洛 伐 他 汀 取样 天 dd depuis TRE EUH MAE 
E 浓度 数 酸 含量 sag 含量 FEE 
指标 Index Fosfomycin Lovastatin l Loganic . Gentiopicr Sweros 
concentratio concentrat PU acid Ad oside ide 
: g time rin content 
n 1on content conten content 
PEERK 
度 1 
Fosfomycin 
concentration 
洛 伐 他 汀 浓 
度 Lovastatin 0 1 
concentration 
取样 天 数 
Sampling 0 0 1 
time 
ORERE 
*& Loganic -0.319 -0.039 -0.728** 1 
acid content 
LU KE 
"E . 0.099 -0.013 -0.526* 0.539* 1 
Swertiamarin 
content 
BEES 
© 4078 0.065 -0.651" 0.606" 0.931" 1 
Gentiopicrosi 
de content 
IKEE 
量 Sweroside 0.020 -0.021 -0.668% 0.616* 0.933" 0.932" 1 


content 


3E: * 表 示 P<0.05 7K^ 


-上 显著 差异 ; RINE P<0.01 水 平 上 显著 差异 。 


Note: *Indicates significant differences at 0.05 level; **Indicates significant differences at 0.01 level. 


2.4 极 差 分 析 


极 差分 析 发 现 , 影响 4 种 裂 环 烯 醚 莫 类 化 合 物 含量 的 因素 由 强 到 弱 的 顺序 是 取样 天 数 > 
腾 腕 霉 素 浓 度 > 洛 伐 他 汀 浓度 。 极 差分 析 结 果 表 明 取 样 天 数 对 次 生 代谢 产物 含量 的 影响 因素 
最 大 ， 其 次 是 腾 胺 霉 素 浓度 ， 洛 伐 他 汀 浓度 影响 次 之 〈 表 AD. 


表 4 极 差分 析 结 果 


Table 4 Range analysis results 


, um WERE EE XR UK E 洛 伐 他 汀 浓度 Se 
指标 水 平 in 取样 天 数 
Fosfomycin Lovastatin Hb 
Index Level : . Sampling time 
concentration concentration 
KI 2.302 1.925 2.757 
K2 1.5 1.412 1.717 
EH ER E 
8 mr K3 1.578 1.723 1.17 
Loganic acid 
teni K4 1.305 1.625 1.04 
conten ; 
极 差 
0.997 0.512 1.717 
Range 
KI 1.788 2.202 2.325 
狂 芽 荣 苦 昔 含 K2 1.933 1.835 2.447 
E K3 2.398 1.97 1.778 
Swertiamarin K4 1.933 2.043 1.5 
tent 差 
Sen i 0.61 0.367 0.947 
Range 
K1 16.59 18.05 20.75 
K2 17.36 16.36 22.13 
放胆 苦 苷 含量 
ABS P E K3 21.39 17.72 15.49 
Gentiopicroside 
(en: K4 15.05 18.26 12.01 
conten ! 
BUE 6.34 1.9 10.12 
Range 
K1 3.535 4.457 5.172 
K2 4.09 3.49 4.878 
FREAR 
BAEHR K3 4.755 4.148 3.305 
Sweroside 
teh K4 3.683 3.968 2.708 
conten 
E 
iai 1.22 0.967 2.465 
Range 
排 秩 Patch 2 3 1 


HE: K1、K2、K3、K4 分 别 表示 因素 的 1、2、3、4 水 平 。 
Note: K1, K2, K3 and K4 represent the 1, 2, 3 and 4 levels of factors. 


本 实验 考查 抑制 剂 对 秦 欧 4 种 裂 环 烯 醚 莫 类 化 合 物 含量 的 影响 , 关注 引起 化 合 物 含量 降 
低 的 因素 ， 因 此 根据 极 差分 析 结 果 ( 表 4)，A (4) B. (2) C (4) BI JBEIEERE SS 400 pmol*L-!， 
洛 伐 他 汀 50 umol-L', AAH 6 天 为 马 钱 苷 酸 的 最 佳 抑制 条 件 ; A (I0 B (2) C (40. BRE 


ChinaXiv& 


BAR E, A (4D B 


TFA 0 hmol'L-1， 洛 伐 他 汀 50 pmol*L1， 处 理 6 ACA ZE Sie vs E B ec Ee S 


(2) C (40 BIJBERAEEEZR 400 pmol*L-1， 洛 伐 他 汀 50 pmol*L1， 处 理 6 天 为 龙 胆 苦 苷 的 最 但 
抑制 条 件 ，A CIO B C2 C (4) BUBENZ ASA 0 pgmol*L1， 洛 伐 他 汀 50 pmol*L-!， 处 型 


6 天 


为 狂 芽 菜 音 的 最 佳 抑 制 条 件 。 综 合 考虑 ，4 种 代谢 产物 最 佳 的 抑制 条 件 为 A (4) B (2) C 
(4) BHREIS EZA 400 pmol*L-1， 洛 伐 他 汀 50 pmol*L-1， 处 理 天 数 为 6d (图 3)。 
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图 3 正 交 试验 中 各 因素 与 秦 欧 有 裂 环 环 烯 醚 机 含量 的 关系 


Fig.3 Relationship between factors in orthogonal test and content of iridoid in Gentiana 


macrophylla 


2.5 验证 实验 


以 正 交 实验 设计 算 选 所 得 最 优 抑制 条 件 处 理 秦 欧 一 月 生 幼 苗 , 重复 3 次 , 检测 其 次 生 代 
谢 产 物 含 量 ， 以 验证 最 优 抑制 条 件 的 可 靠 性 。 验 证 实验 结果 表明 ,与 空白 组 相 比 ， 处 理 引 
4 种 裂 环 坏 烯 醚 稿 的 含量 均 有 不 同 程度 的 降低 ， 马 钱 萌 酸 、 狂 芽 菜 苦 苷 、 龙 胆 苦 苷 以 及 狂 芽 


日 中 


KEE EDA TET 69%、36%、33% 和 49%( 表 5)。 表 明 最 优 抑制 条 件 为 洛 伐 他汀 50 umol L 


PIREA 400 pmol*L-! 和 取样 天 数 6 d. 
表 5 验证 实验 结果 


Table 5 Verification test results 


实验 分 组 马 钱 苷 酸 含量 《 狂 芽 菜 苦 背 含 量 。 龙 胆 苦 芽 含 量 MIKEAE 
Experimental Loganic acid Swertiamarin Gentiopicroside Sweroside 
groups content (mg*g!) ^ content (mg'g!) content (mg*g!) ^ content (mg:g'!) 
Ra 5.026 3+0.038 6 1.905 1+0.013 0 28.878 351.505 8 4.605 840.066 8 
Blank group 
处 理 组 


Processing 1.847 720.045 8 1.215 340.0356 19.333 8+0.716 9 
group 


4.426 940.260 7 


3 讨论 与 结论 


秦 欧 作为 中 国 传统 药材 ， 裂 环 环 烯 醚 机 类 化 合 物 是 其 主要 的 药 用 有 效 成 分 。 该 类 次 生 代 


谢 产物 的 生源 合成 途径 经 MVA 和 MEP 途径 合成 焦 磷 酸 香 


再 经 过 裂 环 等 多 步 酶 促 反 应 合成 马 钱 苷 酸 ， 龙 胆 兰 苷 等 熙 类 化 合 物 〈 康 恒 等 ，2021 )。 本 和 


叶柄 (geranyl pyrophosphate, GPP), 


完 以 腾 胺 霉 素 浓度 、 洛 伐 他 汀 浓度 以 及 取样 时 间 为 3 个 主要 因素 进行 了 3 因素 4 水平 的 正 交 


实验 ， 筛 选 了 可 显著 抑制 马 钱 昔 酸 、 狂 牙 荣 苦 昔 、 龙 胆 兰 昔 
区 霉 素 对 代谢 产物 含量 的 抑 
在 秦 欧 裂 环 烯 醚 莫 类 次 生 代 谢 产 物 的 合成 途径 中 起 主导 作 


中 极 差 分 析 结 果 表明 ， 脱 有 


龙 胆 转录 组 数据 推测 龙 胆 苦 苷 生物 合成 主要 来 源 了 


E 


TUSCE SETEBURCEETK TE. KWA 


判 效果 高 于 洛 伐 他 洒 ， 推 测 MEP 途径 


， 与 王 彩云 等 (2014) ÆFA 


论 相 似 。 此 外 ,， 抑 制剂 对 马 钱 音 酸 的 含量 降低 程度 显著 强 了 
TF. 推测 马 钱 昔 酸 可 能 相 较 其 余 3 


途径 推测 马 钱 苷 酸 、 


取样 天 数 为 6d， 在 1 
降 ， 分 别 下 降 了 69%、36%、33% 和 4%。 表 明基 于 了 
究 秦 鞠 中 主要 次 生 代 谢 产 物 MVA 和 MEP 合成 途径 调控 机 制 的 最 优 抑制 条 件 。 本 文 所 得 最 


TUE e 


F MEP 途径 ， 部 分 来 源 于 MVA 途径 的 推 


. JEBE EE EERURS E SETEONE 


JU 3c T. REEMS 3 


代谢 产物 位 于 代谢 通路 的 上 游 ， 因 此 抑制 剂 对 马 钱 昔 酸 
含量 的 影响 最 大 。 相 关 性 分 析 发 现 4 种 代谢 产物 含量 的 变化 具有 显著 正 相 关 关系 , 依据 代谢 


制剂 的 响应 具有 “级 联 趋同 ”的 


调控 模式 。 而 取样 天 数 和 代谢 产物 含量 呈 显 著 负 相关 ， 即 抑制 剂 处 理 时 间 越 长 ，4 种 裂 环 烯 
醚 查 含 量 的 呈 显 著 降 低 趋 势 , 但 关于 抑制 剂 对 代谢 产物 影响 
基于 本 研究 正 交 法 优化 的 最 佳 抑制 条 件 为 腾 胺 考 素 400 
玄 条 件 下 马 钱 苷 酸 、 狂 牙 菜 苦 苷 、 龙 胆 昔 苷 和 狂 牙 菜 苷 的 含量 均 有 所 下 
FE 交 法 筛选 的 抑制 条 件 可 作为 进一步 下 


的 最 长 时 效 还 需要 进一步 的 研究 。 
pmol*L1, 洛 伐 他 汀 50 pmol*L-!， 


佳 抑制 条 件 ， 将 为 后 期 研究 秦 欧 裂 环 烯 醚 熙 类 化 合 物 生 物 合成 过 程 MVA 和 MEP 代谢 通路 
的 调控 机 制 黄 定 一 定 的 基础 。 
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